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小 鼠 杂 交 细 胞 生物 学 特征 的 观察 
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“ai 要 


A XH EC NS 一 1 aS ELEC UL A 7$ PEG 介 时 进行 融合 ， 
通过 HHAT 选 择 。， 有 成 效 地 获得 了 同 种 杂种 细胞 。 在 贺 合 后 第 30、50、70、90 天 
观察 了 杂种 细胞 的 染色 体 畸 变 和 间 期 细胞 核 损 伤 ， 并 对 亲本 和 杂种 细胞 的 染色 
体 核 型 、 带 型 (GG 带 、C 带 进行 了 比较 。 

结果 表明 ， 下 9 一 1 细胞 系 的 染色 体 平均 数 为 64,2 条 ， 有 一 条 标记 性 的 亚 
中 着 丝 粒 染 色 体 及 一 条 微小 染色 体 。 小 鼠 簿 淋巴 细胞 染色 体 为 2n 一 40， 全 部 
为 端 着 丝 将 染色体。NS 一 1 fs A Se de a Ae A, ETH 
将 随 央 售 后 杂种 的 忧 代 而 逐渐 减少 。 到 第 70 天 时 已 稳定 ， 平 均 为 80.7 土 6,2 条 。 
At, MMAR, PRM Re ER Re th me, 

最 后 对 染色 体 丢 共 的 机 理 及 意义 以 及 人 饲养 细胞 在 融合 中 的 作用 进行 了 初步 
讨论 。 


体 细 胞 杂交 打破 了 物种 屏障 。 自 1964 年 Littlefield 利用 焦 磷 酸化 酶 缺陷 的 A, 一 1 28 
胞 和 胸 苷 激酶 缺陷 的 B: 细 胞 进行 了 细胞 杂交 ， 结 合 HATI 选 择 增 养 基 方法 ， 有 成 效 地 把 
杂种 细胞 选择 出 来 之 后 ， 这 方面 的 工作 发 展 很 快 ， 它 已 广泛 用 于 人 的 基因 定位 和 单 克 隆 
抗体 的 选择 等 方面 的 工作 。 

WHOA RRA ROM, HARA CRIA, ROOMBA) 介 
导 就 能 大 大 提高 融合 率 。Schroder 用 大 局 淋 巴 细 胞 《 2 n —40) 与 小 鼠 Ps x 63—Ag8 ERE 
MMAR (63—642R 6 85 融合 ， 得 到 杂种 细胞 的 染色 体 为 74 和 89 条 的 细胞 克隆 。 随 
着 杂种 细胞 的 传代 ， 亲 本 细胞 一 方 的 染色 体 逐 渐 丢 失 并 伴 有 染色 迟 畸变 和 核 的 改变 。 

我 们 用 小 鼠 NS 一 1 骨髓 瘤 细胞 与 小 鼠 (BALB/C) 脾 淋巴 细胞 融合 ， 通 过 HAT 选 择 
已 成 效 地 获得 了 NS 一 1 与 BALB/C 淋 巴 细 胞 杂交 种 ,并 进行 了 亲本 和 杂种 细胞 染色 体 组 
型 和 带 型 的 比较 ， 以 及 观察 了 融合 后 90 天 内 杂种 甸 胞 的 染色 体 畸 变 和 各 核 损 伤 。 





本 文 1982 年 9 H25H de 90, 19837 AA BEAM. 
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材料 和 方法 


(—) 亲本 细胞 

1. NS 一 1 细胞 系 ”小 鼠 NS 一 1 RAR (HGPRT 酶 缺陷 型 ， 于 1982 年 引 自 
中 国 科学 院 细胞 生物 学 研究 所 ) 培养 于 含有 15% 小 牛 血清 和 25pg/ml 8 —3 S En E gt 
生 素 CHB ROOM /ml, 链 霉 素 100 单 位 /mD 的 RPMI 1640 培 养 液 中 。 该 培养 液 用 
Hepesi fl 5 % NaHCO, i TrpH 到 6.8 一 6.9。 《这样 的 pH 条 忻 最 适合 于 入 5 一 1 细胞 系 
HAE Kit EAP te OR MSE FEIT SER) 。 细 胞 每 3 一 4 天 进行 一 次 传代 。 

该 细胞 系 的 核 型 ， 平 均 数 为 64.2 条 ， 其 中 一 条 为 亚 中 着 丝 粒 染色 体 ; 一 条 为 微小 染 
色 体 ! 其 余 为 端 着 毕 粒 染色 体 。 

2. 小 忌 淋 巴 细胞 断 头 处 死 小 鼠 后 经 70%% ARES RAS, BE, BA 
加 有 5 一 10ml 1640 培 养 液 的 消毒 小 培养 四 中 ， 用 弯曲 的 大 号 针头 挤 压 小 鼠 脾 胜 ! 然后 
用 吸管 吹 打 细胞 ， 使 成 县 液 ， 自 然 沉 淀 的 2 一 3 200, LRBBRRA—B OF, 2B 
心 沉淀 ， 取 离心 管 底部 结 成 小 团 上 央 的 淋巴 细胞 。 分 析 核 型 n=, 全 部 为 端 着 丝 粒 染 
色 体 。 

(=) 细胞 融合 和 选择 

1. 5094RZ — 8$ (PEG) 溶液 M= (Chrompack—MW1500) PEG 经 高 压 消 毒 
后 加 入 等 体积 预 热 无 小 牛 血清 的 RPMI 1640 培 养 液 ， 未 调 PH。 

2 RRR CHO , Se OS CA) 、 胸 腺 里 啶 核 蔡 (T)、 选 择 液 (HAT) KRKA 
叭 68.05mxzg 和 胸腺 喀 啶 核 茶 18.9mg， 在 45 一 50"C 水 滩 中 溶 于 50ml AKP, MILE 
(Milipore) 过 滤 除 菌 ， 和 低温 冰箱 保存 。 

称 取 0.88mg REM, 溶 于 含有 0.25ml 1 N NaOH 的 50ml 双 燕 术 中 ， 用 0.25ml 
1N HCl 中 和 ， 除 菌 过 滤 ， 低 温 冰 箱 保 存 。 

3 ,细胞 融合 及 选择 程序 ”融合 的 前 一 天 ， 更 换 N5 一 1 亲本 细胞 培 养 液 一 次 ， 使 它 
处 于 对 数 生 长 期 。 和 将 NS 一 1 细胞 《107)》 与 BALB/C 小 鼠 牌 淋巴 细胞 110° 混合， 离心 
EW, PRESE, Heg ASOWPEGSNO.7ml, WIN, 使 细胞 与 PEG 深 波 
充分 混合 ， 在 1 分 钟 内 滴 完 。 随 后 将 细胞 县 液 于 37*C 下 静 置 90 秒 钟 。 再 用 10ml 预 热 过 的 
无 小 牛 血 清 的 1640 培 养 液 沿 管 壁 由 慢 到 快 加 入 ，1.5 分 钟 内 加 完 然后 用 螺旋 式 搅拌 终 
止 PEG 的 作用 。 离 心 后 加 入 有 饲养 细胞 ‘(BALB/C 小 鼠 的 腹腔 巨 哄 细 胞 5 x10 的 
HAT 培 养 液 。 (1 x10-*M 次 黄 呵 叭 ; 4x10 MARR, 1.6% 107 MERE BE 
i), MAREA. MEPS, 经 AT 选 择 后 也 可 以 隐 溉 。 14 天 后 再 用 
HT 培养 液 继续 进行 培养 。 

(=) 细胞 生物 学 分 析 

1. NS—1x L 杂种 细胞 的 选择 NS 一 1 骨骼 瘤 细胞 不 具有 HGPRT 酶 ， 在 HAT 选 
择 培 养 基 中 未 能 生长 而 杂种 细胞 由 于 从 小 鼠 脾 淋巴 细胞 中 获得 了 HGPRT 酶 ， 因 而 可 
以 继续 生长 。 将 已 选 出 的 NS 一 1 x L 杂种 细胞 重新 接种 在 HAT 选 择 液 中 ， 同时 取 同 样 
量 的 NS 一 1 上 骨 授 瘤 细 胞 接种 入 HAT 液 作对 有 照 。 每 三 天 更 换 一 次 HAT 渡 ， 每 天 观察 细胞 
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AK. 

2. 染 色 体 组 型 和 带 型 ” 按 常规 方法 进行 染色 体制 片 ， 按 着 组 粒 位 置 及 染色 体 大 小 进 
行 了 核 型 分 析 ， 并 观察 了 亲本 和 杂种 细胞 的 G 带 和 C 带 。G 带 按 Seabright 的 胰 酶 外 理 法 
略 加 修改 ， 将 制备 后 4 一 7 天 的 染色 体 标 本 放置 在 37°C 培 养 箱 中 预 热 3 一 4 小 时 后 ， 在 
37°C pH7.4 一 7.5 的 0.025% 胰 酶 溶液 中 处 理 15 一 45 秒 ， 经 蒸 饮 水 冲洗 ，1 : 4 Giemsa 
液 染 色 10 一 15 分 钟 。C 带 用 5 % ph eA AE OS E, 

g, 杂 种 细胞 染色 体 畸 变 和 核 碎 裂 ”细胞 融合 后 第 30、50、70、90 天 按 常 规 进行 染色 
体制 片 ， 观察 计数 每 一 时 间 点 上 的 100 个 中 期 分 裂 相 和 1000 个 间 期 核 ， 统计 出 染色 体 畸 
变 率 及 核 碎 裂 百分率 。 


结 条 


《一 ) NS 一 1 xL 杂种 细胞 的 选择 

NS 一 1 上 骨髓 瘤 细 胞 在 融合 前 一 星期 用 254g/m] 8 一 扰 鸟 嗓 叭 选择 ， 看 有 无 恢复 突 
变 细 胞 ， 再 在 HAT 选 择 培 养 液 中 培养 ， 细胞 在 一 周 内 逐 源 死亡 。 但 NS 一 1 x Lawn 
胞 在 HAT 选 择 培 养 液 中 却 照 常 增 殖 生 长 。 根 据 甩 AT 选择 原理 ， 推测 杂种 细胞 也 具有 了 
HGPRT, 

(=) NS—1 xL 灯 种 细胞 与 NS 一 1 亲本 细胞 染色 体 数 目的 比较 

1. 染 色 体 数目 和 形态 特征 NS—1 AWAD REAR rx A 61.2%. 其 中 有 一 条 
标记 性 的 亚 中 着 丝 粒 染色 体 ; 一 条 微小 染色 体 ! 其 余 均 为 端 着 给 粒 染色 体 。 ( 见 图 1) 

正常 BALB/C 小 展 脾 滚 巴 细胞 染色 体 数 为 29= 40 条 ， 全 部 为 端 着 丝 粒 染色 体 。 

融合 后 第 50 天 时 ， 融 合 细 胞 染色 栖 的 平均 数 为 86,5 条 ， 其 中 也 有 一 条 标记 性 亚 中 着 
缘 粒 染色 体 和 一 条 微小 染色 体 (图 2) 。 

2. 染 色 体 带 型 比较 从 G 带 可 见 〈 图 1》:， 亲本 NS 一 1 细胞 系 大 多 数 染 色 体 的 着 
丝 粒 区 均 尼 示 深 带 ， 特 别 是 标记 性 的 亚 中 着 丝 粒 染色 体 更 为 明显 ， 在 其 短 辟 末端 有 二 小 
点 蜡染 色 质 区 。 在 NS 一 1 x LRA PA RA GRE (图 1 一 2) 。 

从 C 带 可 见 (图 2) : 无 论 是 亲本 NS 一 1 细胞 或 是 NS 一 1 x 工 杂 种 细胞 ， 每 条 染 
色 体 着 毕 粒 区 均 显示 深 带 ， 标记 性 的 亚 中 着 丝 粒 染色 体 更 为 清楚 。 因此 ， BARNS—1 
与 杂种 细胞 的 C 带 特 征 也 相同 。 

结论 ”从 HGPRT 酶 ， 染色 体 数目 和 特征 : G 带 和 C 带 比较 分 析 ， 均 可 证 明 N> 一 
1 x LL 细胞 系 确实 是 NS 一 1 上 骨 苯 瘤 细 胞 系 与 BALBjC 小 鼠 脾 淋巴 细胞 的 杂种 细胞 。 

(=) 末 种 细胞 的 染色 体 畸 变 和 核 的 改变 

我 们 通过 体外 传代 ， 在 融合 后 第 30 天 检查 NS 一 1/ 小 鼠 淋巴 细 胸 杂种 细胞 染色 体 
时 ， 可 见 染色 体 平均 数 为 86.5 土 7,1 条 ; 第 50 天 时 ， 录 种 纲 胞 染色 体 平 均 数 为 84.9 土 5.2 
条 第 70 天 时 杂种 细胞 染色 体 平均 数 为 80.7 £6.2, $890 XI 81.155.528, CH) 
由 表 可 见 ， 融 合 后 早期 染色 体 数 目 有 逐渐 下 降 的 趋势 。 同 时 也 可 看 出 ， 随 着 融合 后 杂种 
网 胞 的 传代 ， 染 色 体 栈 变 ， 如 ， 环 、 断 片 以 及 间 期 细胞 核 的 核 碎 裂 均 有 所 增加 。 
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Xo “杂种 组 胞 的 染色 体 分 布 、 染 色 体 畸变 及 间 期 细胞 核 损 伤 
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Engel (1969) ZEF] fh 4m ju 2e 3E rj RT 0053] ea 2 BR C, Pa RIR D f e] IB 
tkm npo REB. JS, VEA AGLUESCE— EUR, HAARR REEE 
失 与 染色 体 畸 变 及 核 碎 型 有 一 定 因果 关系 。 我 们 的 实验 中 可 见 到 涂 色 体 逐 渐 减 少时 ， 伴 
有 染色 体 畸 变 〈 环 及 碎片 》 及 间 期 核 碎 裂 的 增加 〈 见 图 3 EGO ， 我 们 也 认为 染色 体 畸 
变 与 染色 体 丢失 有 一 定 关系 。 

Schall (1978》 用 人 Hela 细 胞 与 小 鼠 3 Ts 细胞 系 杂交 ， 观察 到 人 染色 体 非 同步 化 的 
凝聚 (asynchronous condensed human chromosomes) 简称 ACC。 他 认为 染色 体 丢 失 与 
ACC 的 出 现 有 相关 性 。 在 我 们 的 同 种 杂交 试验 中 也 观察 到 这 种 现象 (图 3 一 3) 。 
ACC 的 产生 是 由 于 大 多 数 染 色 体 都 开始 DNA 复 制 ， 而 这 条 处 于 GI 期 的 染色 体 在 整个 细 
胞 进入 M 期 时 ， 提 前 雍 集 。 因 而 ， 染 色 体 一 方 丢失 以 后 ， 很 快 ACC 频 率 达 到 最 大 值 ， 随 
后 下 降 。 

在 细胞 融合 后 的 培养 及 杂种 细胞 克隆 化 过 程 中 ， 加 入 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 有 利于 杂种 
克隆 的 生长 繁殖 ， 加 入 的 巨 噬 细 胞 称 “ 饲 养 细胞 ”。 饲 养 细胞 有 两 个 作用 ， 一 是 单个 或 
少量 分 散 的 细胞 不 易 生 存 与 繁殖 ; DA RES “AFEA , HLA RRR 
存 ， 二 是 巨 只 细胞 能 清除 培养 中 的 死 细 胞 ， 从 而 促进 单个 细胞 克隆 的 生 长 。 Fazekas 竺 

(1980) 也 证 实在 融合 前 一 天 在 培养 板 中 先 加 入 2 x 104 R/S TL, FEA ADEE 
隆 生长 率 。 我 们 的 实验 每 次 加 入 3 x 104/m] 腹 腔 巨 赚 细胞 ， 比 未 加 巨 哗 细 胞 的 组 ， 培养 
物 背 景 干净 、 生 长 良好 。 同 样 说 明 加 入 巨 噬 细 胞 对 克隆 生长 有 好 处 。 
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THE OBSERVATION OF BIOLOGICAL 
CHARACTERISTICS OF HYBRID CELL IN MICE 


Ye Yinying Mao Yiping Lu Xiaoxuan Wang Shijuan 


(De pariment of Biology, Nanjing Railwoy Medical College, Nanjing, China) 


Cell fusion between mouse myeloma NS -I and mouse spleen cells was 
induced by polyethylene glycol (PEG). Hyrid cells were successfully obtained 
by HAT medium, The hybridcell population were examined 30, 50, 70 and 
90 days after fusion, The G-, C- banding and the [requencies of chromosomal 
aberrations in parental and hybrid cells were then compared, 

The results indicated that the mean number of chromosome in myeloma NS 
— 1 cell line is 64,2 including a submetacentric marker chromosome, L cell was 
2n—40. The chromosome number of hybrid cells decreased gradually with the 
generations, while the chromosomal structural aberrations increased and reached 


a stable number of 80,8 on the seventieth day after fusion, 


叶 银 英 等 ， 小 筷 杂 交 细 胞 生物 学 特征 的 观察 
Ye Yinying et al.: The Observation of Biological Characteristics 
of Hybrid Cell in Mice 
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图 1 一 1，NS 一 1，G 带 图 1 一 2 NS—1xL, G# 
图 2 一 1， NS—1, C$ 图 2 一 2 NS—1xL, C# 
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Ye Yinying et al.: The Observation of Biological Characteristics 
of Hybrid Cell in Mice 
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QUALITATES SASSARI ANASTASIA SANSA ASA 
ZRF, 豚鼠 利 什 曼 原 虫 生长 和 形态 的 观察 


Wang Jie et al.: Some Observations on the Growth and Morphology of 


Leishmania enriettii 
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I. NN N 基 培 养 150 天 转 种 出 的 原虫 仍然 生长 良好 


2 核 分 裂 完毕 的 豚鼠 利 什 琶 无 纵 毛 体 


